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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Integriertes Nukleinsaureanalysesystem fur eine Matrix-unterstGtzte 
Laser-Desorption/lonisation-Laufzeit-Massenspektroskopie 

© Ein integriertes Nukleinsaureprobenanalysesystem fur ei- 
ne Matrix-unterstutzte Laser-Desorption/lonisation-Laufzeit- 
Massenspektroskopie (MALDI-TOF-MS) umfa&t ein miniatu- 
risiertes Probenvorfaereitungsfach, das direkt mit einer MAL- 
Dl-TOF-lohisationsoberflache zum Verstarken und/oder an- 
dersartigen chemischen Manipulieren eines Oligonukleotid- 
Analyts und zum Oberreichen des Analyts zu einer MALDI- 
lonisationsoberflache fur eine Massenspektrometrieanalyse 
schnittstellenmaBig verbunden ist. Das miniaturisierte inte- 
grierte Probenhandhabungsystem wird bei der Verstarkung 
und Analyse von ONS-Proben fur eine genetische Diagnose 
und andere Anwendungen verwendet. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich allgemein auf die Probenvorbereitung fur die Masse nspektroskopie. 
Insbesondere bezieht sich die Erfindung auf ein rainiaturisiertes integriertes Handhabungsgerat.fGr Nukleinsau- 

5 reproben, die direkt mit einer MALDI-TOF-Ionisationsoberflache (MALDI-TOF * Matrix-unterstutzte Laser- 
Desorption/Ionisation-Laufzeit) schnittstellenmaBig verbunden sind Das hierin offenbarte integrierte System 
findet Verwendung bei der Verstarkung und Analyse von DNS-Proben fQr eine genetische Diagnose und bei 
anderen klinischen oderforensischen Zwecken. 
Die Verwendung der DNS-Analyse bei der Diagnose und der Handhabung von raenschlichen Krankheiten 

10 erhait weit verbreitete Aufmerksamkeit in Gebieten, wie z. B. der Infektionskrankheitendiagnose, der DNS-Ty- 
pisierung und ^Transplantation, der Diagnose und Handhabung von Krebs und bei der Diagnose und Reihenun- 
tersuchung von genetischen Krankheiten. Siehe beispielsweise in KJ. Skogerboe, "Molecular Biology Techni- 
ques*, AnaL Chem. 67, 449R-454R (1995). 
Die Fahigkeit, genetisch normale oder abweichende Gensequenzen in klinischen Proben zu erfassen, erfordert 

15 ira allgemeinen die Verwendung einer enzymatischen Oligonukleotid-Verstarkungstedinik (z. B. der Polymera- 
se-Kettenreaktion (PGR; PCR Polymerase Chain Reaction)), um erfaBbare Pegel von ausgewahlten Regionen 
einer DNS zur Analyse zu erzeugen. Eine Sequenzanalyse erfordert zusatzliche enzyraatische oder chemische 
Verarbeitungsschritte. 

— Die genetische Analyse einer menschlichen Krankheit betrifft eine groB angelegte Erfassung und Reihenun- 

20 tersuchung von klinischen DNS-Proben. Gegenwartige Verfahren zur DNS-Analyse verwenden herkdmmliche 
thermische PCR-Durchlaufgerate und mehrere Gerate zum Vorbereiten, zum Trennen und zum Erfassen der 
DNS. Die Probenvorbereitung wird mit herkdmmlichen Probenhandhabungsger&ten (Testrdhren, Pipettenein- 
richtungen, Mikrozentrifugen, Konzentriereinrichtungen, Filtergeraten) ausgefuhrt, wobei dieselbe viele manu- 
elle Handhabungsschritte und Obertragungen umfafit Solche Prozeduren sind laborintensiv, zeitaufwendig, 

25 teuer und anf aliig fur eine Probenverschmutzung und einen Probenverlust 

Die groB angelegte Erfassung und Reihenuntersuchung von klinischen DNS-Proben erfordert automatisier- 
bare, schnelle und kosteneffektive Techniken zur Probenverarbeitung und zur Messung. Diese Techniken 
mussen empfindlich, genau und reproduzierbar sein. 

Die Laufzeit-Massenspektrometrie (TOF-MS; TOF-MS « Time-Of-Flight Mass Spectrometry) ist eine solche 

30 Technik, die potentiell in der Lage ist, fOr eine DNS-basierte klinische Reihenuntersuchung verwendet zu 
werdea Die TOF-MS ist die effizienteste Massenanalysetechnik bezuglich der Erfassungsempfindlichkeit, wobei 
dieselbe ohne weiteres eine gute Massenanaryse mit einer guten Massengenauigkeit liefert (RJ. Cotter, AnaL 
Chem. 64 (21), 1027 (1992)). Dieselbe ist eine der wenigen Analysetechniken, die eine hohe Empfindlichkeit, eine 
hphe Selektivitat und Speziflzitat mit einer Analysegeschwindigkeit kombiniert Die TOF-MS kann beispielswei- 

35 se eiri vollstaridiges Massenspektrum im Mikrosekundenbereichaufzeichnen. 

Die Technik der Matrix-unterstutzten Laser-Desorption/Ionisation (MALDI; MALDI = Matrix-Assisted 
Laser Desorption/Ionization) (M. Karas und F. Hillenkamp, AnaL Chem. €0, 2299 (1988)) erweiterte den analyti- 
schen Bereich der Massenspektrometrie auf Oligonukleotide und Nukleinsiuren. Siehe allgemein in P. Limbach 
u. a, "Characterization of oligonucleotides and nucleic acids by mass spectrometry, In Current Opinion in 

40 Biotechnology, 6, 96—102 (1995). Die Verwendung der MALDI-TOF-MS, um Produkte einer Restriktionsen- 
zymdigestion mit einer Lange von 9 bis 622 bp zu erfassen, mit einer MeBgenautgkeit von +/— 2 bp fur 
Fragmente kleiner als 622 wurde berichtet (Y-H. Liu il jl, Rapid Commun. Mass Spec 9, 735—743 (1995)). Die 
PCR-DNS-Fragmente von 86 bis 426 bp werden routinemaBig schneller als mit der Gelelektrophorese erfaBt 
(Y.-FL Iiu u. a, ibid). En 40-Basen-Oligonukleotid kann mit einer Ein-Basen-Aufldsung erfaBt werden (TA- 

45 Shaler u. a, .Rapid Commun, Mass Spec 9, 942— 947 (1995))^ Diese Berichte dokumentieren den schnelien 
Fortschritt, der in der Massenspektrometrie fur die DNS-Erfassung und -Sequenzierung durchgefuhrt wird, und 
die Anwendung derselben fur die klinische Genetik. 
Die Probenhandhabung ist sehr wichtig fur die erfolgreiche Anwendung der MALDI-TOF-MS auf die 
, klinische Genetik. Die Probenvorbereitung fur die Massenspektroskopie kann die Konzentration eines Analyts 

so und/oder Reinigungsschritte erfordem, um Verschmutzungsstoffe zu entfernen, die andernfalls die Genauigkeit 
der Massenbestimmung und die Ionenertrage fQr groBere Oligonukleotide storen konnten. Die Reinigung kann 
entweder auf der Sonde (on-probe) oder auBerhalb der Messung (off-line) durchgefuhrt werden. FQr eine 
Reinigung auf der Sonde wird das Analyt in eine Sondenoberflache absorbiert, die fur eine nicht-selektive (Y-rL 
Liu a a. Rapid CommurL Mass Spectro. 9, 735—743 (1995)) oder seiektive Absorption (z. B. eine Affinitatserfas- 

55 sungsoberflache, siehe W.T. Hutchens, PCT-Anmetdung WO 94/28418) modifiziert ist Eine geeignete modifi- 
zierte Sondenoberflache kann ebenfalls fur die Analytkonzentration verwendet werden. Fur analytische Proble- 
ms die mehrere biochemische Modifikationen eines Oligonukleotidanalyts vor der MS-Erfassung und Messung 
benotigen (z. B. PCR-Verstirkung, Restriktionsenzymdigestionen, Sequenzierungsreaktionen), ist die Auf-Son- 
den-Verarbeitung potentiell in der Lage insoweit verwendet zu werden, daB nur ein kleiner Anteil des Matrix- 

60 eingebetteten Analyts tatsachlich wahrend der MALDI desorbiert wird. Diese Prozedur erhoht jedoch die 
Wahrscheinlichkeit einer Verschmutzung oder eines Verlusts der Probe wahrend des wiederholten Entnehmens 
und Wiedereinsetzens der Sonde in die Quelle des Massenspektromet rs und wahrend des Abwaschens der 
Matrix vor der biochemischen Modification des Analyts. Die Reinigung und Konzentration des Analyts auBer- 
halb der Analyse ist weiter verbreitet, dieselbe benotigt jedoch mehrere manuelle Obertragungen und Misch- 

65 und IConzentrationsschritte, w Iche arbeitsintensiv und zeitaufwendig sind und das Risiko des Probenverlusts 
erhShen. 

Die Knappheit an effizienten Probenvorber itungs- und Handhabungstechniken bleibt eine ernsthafte Be- 
grenzung fOr die Routineverwendung der Mass nspektroskopi fQr die Nukleinsaureanalyse. Da Massenmes- 
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/surigen in einem Bruchteil der Zeit, die zur Probenvorbereitung und Handhabung benStigt wird, durchgefuhrt 
werden kdnnen, ist die.Probenhandhabung der Geschwindigkeitsbegrenzungsschritt bei dem analytischen Pro- 
zeB. In jungster Zeit wurden DNS-Probenvorbereitungstechnologien erfolgreich auf miniaturiaerte Formate 
reduziert Siehe beispielsweise in P. Wilding a a, Clin, Chem. 40, 1815—1818 (1994) (PCR-Microchip); AX 
Woolley und RA. Mathies, Proa NatL Acad. Sci. 91, 1 1348—11352 (1994) (KapUIaramy-EIektrophoresemikro- 5 
chip); M Eggers und D. Ehrlich, HematoL PathoL 9, 1 — 1 5 (1 995) (mikrohergestellte Gerate fur eine Gen-basierte 
Diagnostik). Auftretende Technologien zum Miniaturisieren von Detektorgeraten wurden ebenfaiis berichtet 
(Cambridge Healthtech Institute Conference on Microfabrication Technology, 28.-29. September 1995, San 
Francisco, CA). Die Integration einer miniaturisierten Fhrobenhandhabungseinrichtung mit einem Probenuber- 
reichungsgerat wurde die Vorteile der erhohten Analysegeschwindigkeit, der verringerten ProbengroBe und des 10 
verringerten Reagenzverbrauchs, des verringerten Probenverlusts und der geringeren Verschrautzung und der 
erhohten Erfassungseffizienz- und -Genauigkeit bringen. 

DemgemaB besteht nach wie vor ein Bedarf nach einem integrierten Niikleinsaureanalysesysteni fur die 
MALDI-TOF-MS, welches entworfen ist, urn die inharenten Nachteile herkommlicher Probenhandhabungs- 
techniken zii vermeiden, wahrend die Vorteile der Massenspektrometrieerfassung und -Messung beibehalten 15 
werden. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein integriertes Nukleinsauieanalysesystem fur die 
MALDI-TOF-Massenspektroskopie zu schaffen, das ein miniaturisiertes Probenhandhabungsgerat umfaBt 

Diese Aufgabe wird durch ein integriertes Nukleinsaureanalysesystem fur die Matrix-unterstutzte Laser-De- 
sorption/Ionisation-Laufzeit-Massenspeklroskopie gemaB Anspruch 1, 11 oder 15 gelost 20 

Urn den oben beschriebenen Bedarf in der Technik zu bedienen, schafft die hierin offenbarte und beanspruch- 
te Erfindung ein integriertes Nukleinsaureanalysesystem fur die MALDI-TOF-MS auf einem Dunnf ilmtrager, 
wobei das System eine miniaturisierte Probermand^abungseinrichtung aufweist, die mit einer MALDI-Ionisa- 
tionsoberfiache zum Erf assen und Messen von Oligonukleotidanalyten in einem Laufzeit-Massenspektrometer 
integriert ist 25 

Ein Vorteil der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB sie ein automatisierbares Gerat fur eine verbesserte 
Probenhandhabung vor der massenspektrometrischen Analyse schafft Eon miniaturisiertes System gemaB der 
vorliegenden Erfindung ist in der Lage, eine komplexe Probenhandhabung, eine Trennung und Oberreichung 
von Oligonukleotidanalyten fur die Massenspektroskopie mit einer Geschwindigkeit und Genauigkeit durchzu- 
fQhren, ohne daB eine wesentliche manuelle Manipulation und Interaktion notwendig ist 30 

Noch ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB sie kleine Mengen einer Probe mit 
einem nimimalen Prbbenveriust handhaben kann. Ein miniaturisiertes Probenvorbereitungsfach mit einer auto- 
matisierbaren Enrichtung zum Trennen, zum biochemischen Manipulieren und zum Bewegen von Oligonukleo- 
tidanalyten von Punkt zu Punkt in dem Fach reduziert die Wahrscheinlichkett eines Probenverlusts stark. 

Ein verwaridter Vorteil der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB sie die Empfmdlichkeit und Selektivitat 35 
einer Analytmessuhg erhOht, indem Einfangregionen in dem Probenhandhabungsfach zum Konzentrieren eines 
Oligonukleotids, welche in einer niedrigen Konzentration vorhanden sind, und zum Entfernen von potentiell 
stdrenden Molekulen und Ionen von dem Analyt vor der Massenspektrometrie geschaff en sind, wodurch das 
Signal verstarkt und das Rauschen in dem Massenspektrum erniedrigtwirdL 

Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB sie eine Selektivitat und Sensitivitat zur 40 
Analytmessung schafft, indem eine Einrichtung geschaffen wird, um eine DNS- Vers tSrkung in einem schnellen 
Diirchlauf mit einer oligonukleotidprobe durchzuffihren, wodurch ausgewahlte DNS-Regionen auf fur die 
Massenspektrometrie erfaBbare Pegel verstarkt werden. 

Noch ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB dieselbe eine oder mehrere Oligonu- 
kleotid-ProzeBreaktionszonen mit immobilisierten Enzymen schafft Die Verwendung von immobilisierten En- 45 
zymen bei der vorliegenden Erfindung ist darauf gerichte^ um eine erhohte Enzymstabilitat mit einer verbesser- 
ten Reaktionskinetik, um einen niedrigeren Verlust eines Enzyms von einer nicht-speziflschen Adsorption an 
Oberflachen und um eine verringerte Verschmutzung von Reaktionszonen mit unerwunschten Enzymen zu 
schaffen. 

Noch ein weiterer verwandter Vorteil der vorliegenden Erfindung besteht darin, die DurcWuhrung vieler so 
gleichzeitiger oder aufeinanderfolgender Analysen in dem gleichen Experiment mit einer On-line-tft>erwa- 
chungsfahigkeit zu versehen. Bei einem bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung wird eine 
Mehrzabi von MALDMonisationsoberflachen innerhalb der Probenvorbereitung bereitgesteflt, welche wah- 
rend der Massenspektrometrie reversibel abgedichtet werden konnen. Ein alternatives bevorzugtes Ausfuh- 
rungsbeispiel betrifft die Plazierung der MALDI-Ionisationsoberflachen in einem drehbaren Kammgerat; wel- 55 
ches zwischen der Funktion der Probensammlung und der Funktion der Probenuberreichung abwechselt 

Noch ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung besteht darin, die Kosten des Analysierens von oligonu- 
kleotiden durch die Massenspektroskopie durch Aufbauen des Analysesystems als eine einzige wegwerfbare 
Einheit zu reduzieren. Fur die diagnostische Reihenuntersuchung von genetischen Proben wird das Einweg- 
merkmal die Kreuzverschmutzung von Proben beseitigen und f alsche positive Ergebnisse reduzieren. eo 

Bevorzugte Ausfuhrungsbeispiele der vorliegenden Erfindung werden nachfolgend bezugnehmend auf die 
beiliegenden Zeichnungen detaillierter erlautert Es zeigen: 

Fig. 1 eine Explosionsansicht eines Probenhandhabungssystems, das mit einer MALDI-IonisationsoberflSche 
integriert ist; 

Fig. 2A eine Draufsicht der oberen Oberflache des integrierten Probenhandhabungssystems von Fig. 1 ; ss 
Fig. 2B eine Draufsicht der auBeren unteren Oberflache des integrierten Probenhandhabungssystems von 
Rgi; 

Fig. 3 ein bevorzugtes AusfQhrungsbeispiel des integrierten Probenhandhabungssystems von Fig. 1, wobei 
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Fig. 3A eine Draufsicht der oberen Oberflache ist, die einzelne Merkmale des Pr benvorbereitungsfachs zeigen, 
wahrend Fig. 3B eine Draufsicht der oberen Oberflache ist, die die Plaziemng der Offnungen zeigt; und 

Fig. 4 ein Kammgerat, das eine Mehrzahl von MALDI-Ionisationsoberflachen in der Handhabungseinnch- 
tung (Fig. 4A) enthalt, und ein Kammgerat, das eine Mehrzahl von Zahndochten enthalt, welche MALDI-Iomsa- 
tionsoberflachenmitEinfangregionenaufweisen(Fig.4BX 

Vor der detaillierten Beschreibung der Erfindung sei angeraerkt, daB diese Erfindung nicht auf die speziellen 
Komponententefle des beschriebenen Gerats oder auf die speziellen ProzeBschritte der besctaebenen Verfah- 
ren begrenzt ist, da solche Gerate und Verf ahren variieren konnen. Es ist ebenfalls ofTensichtlich, daB die hienn 
verwendete Terminologie ledigiich zur Beschreibung von speziellen Ausfuhrungsbeispielen dient und nicht 
begrenzend ist BezQglich der Verwendung in der Beschreibung und der beigefugten AnsprGche umfassen die 
Singularformen "ein" und "der/die/das" mehrere Bezfige, es sei denn, daB der Kontext deutlich etwas anderes 
aussagt Somit umfaBt der Verweis auf "ein Analyf Mischungen von Analyten, der Verweis auf "eine MALDI-lo- 
nisationsoberflache* zwei oder mehrere solcher Ionisationsoberfllchen, der Verweis auf "euien Mikrokanal 
mehr als eine solche Komponente, und dergleichen. 

In dieser Beschreibung und in den folgenden Anspruchen wird auf eine Anzahl von AusdrQcken Bezug 
genommen, welche imnachfolgendendefihiert werden. 

Der Ausdruck "DQnnfumtrager" wird hierin verwendet, urn auf einen im wesenthchen planaren Verteiler zu 
verweisen, der aus einem nicht-leitenden Material besteht, und der einen Mikrokanal und weitere notwendige 
Komponenten eines miniaturisierten Probenvorbereitungsfachs, eine Schnittstelle zu nicht-wegwerfbaren Tei- 
len und eine Ionisationsoberflache fur die MALDI-TOF-MS aufweist. Ein solches miniaturisiertes Gerat kann 
aus einer Vielzahl von Materialien (z. B. Siiizium, Glas, Niederpreispoiymeren) durch Techniken gebildet wer- 
den, die in der Technik bekannt sind (z. B. Mikrobearbeitung, chemisches Atzen, Laserablation und dergleichen). 
Abschnitte des Gerats kdnnen aus zusammengesetzten Materialien hergesteUt werden. Eine thermisch isolierte 
Reaktionszone kann beispielsweise aus verbundenen Schichten von Materialien mit unterschiedlichen thermi- 
schen Leitf ahigkeiten gebildet sein. Es existieren bekannte Techniken zur Mikrobearbeitung planarer Mateqa- 
lien, wie z. B. Siiizium, wobei dieselben einen nfttzUchen und weit verbreitet angenommenen Ldsungsansatz fur 
die Miniaturisierung schaffen. Beispiele der Verwendung solcher Mikrobearbeitungstechniken, urn miniatun- 
sierte Trenngerate auf Siiizium- oder Borsilikatglas-Chips zu erzeugen, kdnnen in dem ILS. Patent Nr. 5,194,133 
an Clark u. a, in dem US. Patent Nr. 5,132,012 an Miura u.a, in dem US. Patent Nr. 4,908,1 12 an Pace und in dem 
30 U-S. Patent Nr. 4391,120 an Sethi a a. gefundenwerden. 

Der Ausdruck "Probenvorbereitungsf ach" wird hierin verwendet, um auf eine Region des Tragers zu verwei- 
sen, in der die Probenhandhabung ausgefuhrt wird Die Probenhandhabung umfaBt den gesamten Bereich von 
Operationen, die mit der Probe durchgefuhrt werden, und zwar von ihrer Einf Qhrung in das Fach bis zu ihrer 
Entfernung zur Analyse oder Verwendung. Solche Operationen konnen folgende Operationen aufweisen, sie 
sind jedoch nicht auf die genannten begrenzt: Konzentrieren eines Oligonukleotidanalyts aus einer schwachen 
L5sung (z. B. durch selektive Absorption an eine chemisch-modifizierte Oberflache); Trennen eines Oligonu- 
kleotidanalyts von potentiell stSrenden MolekOlen und Ionen (z. B. durch chromatographische und/ oder elektro- 
phoretische Verf ahren); Durchruhren eines lonenaustausches oder Puf feraustausches mit einem Ionennukleoti- 
danalyt-enthaltenden Fluid; chemisches Manipulieren eines Oligonukleotidanalyts (z.B. durch Verstarkung, 
Nuldeasedigestion, HinzufQgung oder Entfernung von NuHeotiden, kovalente Modifikationen von Nukleotiden, 
Oligonukleotidhybridisierung und -Denaturierung und dergleichen). .... 

Das Probenvorbereitungsfach wird haufig eines oder mehrere Zugangstore zum Einfuhren von Matenahen m 
dasselbe und zum Entfernen von Materialien von dem Fach aufweisen (z. B. zum Einfuhren von Proben und 
Reagenzien, zum Spulen des Fachs oder einer Region desselben mit Fluid von einem externen Behalter). 

Das Probenvorbereitungsfach wird f erner eine oder mehrere "Reaktionszonen* zur chemischen Manipulation 
des Oligonukleotidanalyts aufweisen, wie es oben beschrieben worden ist Diese Reaktionszonen sind Regionen, 
in denen Reaktionspartner und Katalysatoren eine ausreichende Zeit lang raumlich positioniert sind, um die 
beabsichtigte Reaktion auszufOhren, Es ist nutzlich und oft wesentlich, eine gleichmaBige und konstante Terape- 
ratur in einer Reaktionszone zu halten. Somit wird davon ausgegangen, daB das Probenvorbereitungsfach 
Temperatursteuerungsgerate (z. B. Sensoren, Tbermoelemente, Heizer und eine adaquate thermische Isolation, 
die die Reaktionszonen umgibt, um ein unbeabsichtigtes Querheizen anderer Regionen des Faches zu verhin- 
dern) aufweisen wird. Wo es spezieU erwunscht ist, eine PCR-(Polymerisations-Kettenreaktion-)vermittelte 
Verstarkung tmd kcine isotherraische Verstarkung durchzuf uhren, sind gleichmaBige Temperaturprofile, schnel- 
le Temperatuidurchlaufe und eine genaue Temperatursteuerung wesentlich. Ein Computer-gesteuerter Peltier- 
Heizer/KQhler ist fur diesen Zweck ntttzlich. Siehe beispielsweise in P. Wilding, MA. Shoffner und LJ. Kricka, 
"PCR in a Silicon Microst^uctu^e ,, , Clin. Chem. 40 (9), 1815- 1818 (1994). Unter Voraussetzung des gegenwarti- 
gen Stands der Technik, der von MA. Northrup, MA* Burns u. a. (Cambridge Healthtech Institute Conference on 
Microfabrication Technology, 28.-29. September 1995, San Francisco, CA) offenbart ist, kann ein auBerordent- 
lich schneller und genauer thermischer zyklischer Durchlauf erreicht werden (z.B. unter Verwendung eines 
Gerats mit 35 V und 0,5 Ampere ist es mdglich, eine Rampenrate mit 30° C pro Sekunde zu erreichen). Eine 
ausreichende Isolation kann durch einen korrekten Entwurf der Heizkammer und durch die Verwendung von 
geeigneten, in der Fachwelt bekannten Materialien erreicht werden (z. B, mehrschichtiges Siiizium und Siiizium-. 
nitrid). . 
Der Ausdruck "OHgonukleotid" wird hierin verwendet, um auf natflrHch auftretende oder synthetiscne Dop- 
es pel- und Einzelstrang-DNS-Molekule und Doppel- und Einzelstrang-RNS-Molekule zu verweisea 

Die Ausdrucke "Analyt*, Trobenanalyt" und "Oligonukleoud-Analyf werden in dies r Anmeldung austausch- 
bar verwendet, um auf eine oder mehrere OUgonukleotid-Spezies zu verweisen, deren Massen durch die Technik 
der MALDI-TOF-MS gemessen werden solien. Vor der Analyse kann das Analyt eine Verstarkung, eine 
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kovalente Modifikation, due Konzentration oder eine Trennung von potentiell stdrenden Molekulen und Ionen 
! in dem Probenvqrbereitungsfach benotigen. Der Ausdruck "Analyse* wird hierin verwendet, urn auf die Anwen- 
dung der MALDI-TOF-MS zur Erfassung und Strukturerklarung eines Oligonuldeotid-Analyts zu verweisen. 

Ein Oligonukleotid-AnaJyt kann aus einer Vielzahl von natfiriichen Quellen, wie z. B. biologischen Fluiden 
oder Gewebeextrakten, genetischer DNS oder RNS von Mikroorganismen, Viren, Rekombinantenzellen, Le- 
bensrnittelstoffen und Umweltmaterialien, erhalten werden, oder dasselbe kann durch chemische Synthase (z. B. 
Sequenzen, die durch eine kombinatorische Synthese hergestelit werden) erhalten und zur Verwendung bei der 
vorliegenden Erfindung durch eine Vielzahl von Einrichtungen (z. B. Proteasedigestionen, chaotropische Salzex- 
traktionen, organische Extraktionen und dergleichen) vorbereitet werden. Es wird davon ausgegangen, daB 
Einrichtungen zum Handhaben unprozessierter Proben von Fachleuten ohne eine ubennaBige Experimentie- 
rung in die vorliegende Erflndung auf genommen werden kdnnen. 

Die Ausdrucke "Analyt-Bindepartner* und "Oligonukleotid-Bmdepartner* werden hierin verwendet, urn auf 
Molektile zu verweisen, die allgemeine Struktunnerkmale (z. B. Einzel- oder Doppelstrang) des "Zielanalyts" 
(d h. des Oligonukleotids, das'an den Bindepartner gebunden werden soil) erkennen konnen. Alternativ kann der 
Bindepartner spezifische Nukleotidsequenzen in dem Zielanalyt erkennen Bindepartner konnen Oligonukleo- 
tid-Bindeproteine und Antikorper sowie Oligonukleotid- oder Peptid-Nukleinsauren aufweisen, die homologe 
Basispaarsequenzen fur eine Wasserstoffbindung an das Zielanalyt aufweisen. Jeder der yorher erwahnten 
Typenyon w Analyt-Bindepartnern , ' kann in der vorliegenden Erfindung verwendet werden, wenn dieselben eine 
ausreichend hohe Bindeaffinitat und Selektivitat fur das Zielanalyt aufweisen, urn es zu ennoglichen, daB die 
Erfindung ausgefuhrt werden kann. 

Der Ausdruck "MALDI" wird hierin verwendet, urn auf die Matrix-unterstutzte Laser-Desorption/Ionisation 
zu verweisen, welche ein Verfahren ist, bei dem das Analyt in einer festen oder kristallinen "Matrix" von 
Licht-absorbierenden Molekulen (z. B. Nikotin-, Senf- oder 3-Hydroxypicolin-Saure) eingebettet wird, wonach 
dasselbe durch Lasers trahlung desorbiert und von der festen Phase in die gasfdrmige oder Dampfphase ionisiert 
wird und als intakte Molekularionen zu einem Detektor bin beschleunigt wird Die "Matrix* ist typischerweise 
* eine schwache organische Satire, die in Losung mit dem Analyt in einem molaren Verhaltnis von Matrix zu 
Analyt von 10.000:1 gemischt ist Die Matrixldsung kann vor der Verwendung auf einen neutralen pH-Wert 
eingestellt werden. 

Der Ausdruck "MALDI-TOF-MS* wird hierin verwendet, urn auf die Matrix-unterstutzte Laser-Desorption/ 
lonisation-Laufzeit-Massenspektrometrie zu verweisen (MALDI-TOF-MS -» Matrix Assisted Laser Desorp- 
tion/Ionisation Time-Of-Flight Mass Spectrometry). 

Der Ausdruck "MALDI-Ionisationsoberflache" wird hierin verwendet, urn auf eine Oberflache zum Oberbrin- 
gen eines Matrix-eingebetteten Analyts zu einem Massenspektrometer zur MALDI zu verweisen. Im allgemei- 
nen werden die Ausdrucke "Sonde" oder "Sondenelement* austauschbar verwendet, urn auf ein Gerat zum 
Oberbringen des Analyts zu einem Massenspektrometer zur Strahlung und Desorptkm zu verweisen. 

Metalle, wie z.B. Gold, Kupfer und rostfreier Stahl, werden typischerweise verwendet, urn MALDI-Ionisa- 
tionsoberflachen zu bilden. Weitere kommerziell verfugbare inerte Materialien (z. B. Glas, Silika, Nylon und 
andere synthetische Folymere, Agarose und andere Kohlehydrat-Polymere und Kunststoff e) konnen verwendet 
werden, wenn es erwunscht ist, die Oberflache zu verwenden, urn akthr ein Analyt einzufangen, oder als 
Reaktionszone f Or eine chemische Modifikation des Analyts. Eine allgemeine Beschreibung niitzlicher Verfahren 
zum Modifizieren von MALDI-Ionisationsoberflachen ftir eine spezifische oder nicht-spezifische Absorption 
von Biopolymeren existiert von W.T. Hutchens, "Affinity Mass Spectrometry, In: Methods in Enzymology, 1995 
(E Karger & W.S. Hancock, Hrsg.), wobei diese Schrift hierin durch Bezugnahme aufgenommea ist Die 
Verwendung von Nafion und Nitrozellulose-beschichteten MALDI-Sonden fur eine Auf-Sonden-Entfernung 
von Salzen von PCR-verstarkten Gensequenzen wird von Y-H. Liu u. a. Rapid Commun. Mass Spec. 9, 735—743 
(1995), berichtet Tang u. a. berichteten die MALDI- Analyse von kurzen DNS-Duplexsonden mit einem Strang, 
welcher auf einem festen Trager (Streptavidin-beschichtete Magnetperlen oder Glasperlen mit gesteuerten 
Poren) immobiHsiert sind 

Der Ausdruck "Einfangregion" wird hierin verwendet, urn auf eine Region oder auf Regionen in dem Proben- 
uberreichungsfach zu verweisen, in der Probenhandhabungsfunkdoneo, die eine Immobilisation des Analyts 
erfordern, durchgefQhrt werden k6nnea (z. B. eine Konzentration von Analyten aus einer schwachen Losung, ein 
Entfernen von potentiell storenden Molekulen und Ionen, die zu Anfang in der Probe vorhanden sind oder 
wahrend der Analythandhabung eingefuhrt werden, einen Puff eraustausch und dergleichen). 

Einfangregionen kdnnen durch bekannte Verfahren zum Anhaften von biologischen Molekfllen an festen 
Tragern gebildet werden. Siehe beispielsweise allgemein in Affinity Techniques Enzyine Purification: Part B. 
Methods in Enzymology, Bd 34, Hrsg. WJ3. Jakoby, M. Wilchek, Acad Press, NY (1974) und Immobilized 
Biochemicals and Affinity Chromatography, Advances in Experimental Medicine and Bilogy, Bd 42, Hrsg. R 
Dunlap, Plenum Press, NY (1974), wobei diese Schriften hierin durch Bezugnahme aufgenommen sind Die 
Oberflache einer Perle beispielsweise oder eines Partikels oder eines planaren Tragers kann mit einem bifunk- 
tionalen Vernetzungsreagenz (d h. einem Vernetzungsreagenz mit gleichen oder unterschiedlichen chemischen 
Reaktivitaten an jedem Ende eines molekularen Vernetzungsmittels) behandelt sein, um ein Ende des Reagenz 
an reaktive Gruppen auf der Oberflache anhaften zu lassen, und das entgegengesetzte Ende an ein biologisches . 
MolekuL Der Vernetzer weist vorzugsweise eine ausreichende Lange auf, um es zu erlauben, daB anhaftende 
biologische MolekGle frei mit Verbindungen in Losung interagieren. Vernetzungsgruppen kdnnen an der Ober- 
flache durch Siloxanbindungen unter Verwendung von Organosilanen, wie Z.B. 3-Glycidoxypropyl-Trimethox- 
ysilan CGOPS"), 3-Aminopropyltriethoxysilan (APS) und dergleichen angehaftet werden, welche in d r Chemie 
bekannt sind Zur Immobilisierung von Oligonukleotid-Sonden an SiOrOberflachen unter Verwendung von 
Epoxy-Silan- und Amin-modifizierten Oligonukleotid-Sonden wird auf Eggers u. a_ Bio Techniques 1 7, 5 16— 524 
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(1994) verwiesen. Ein weiteres bevorzugtes Verfahren zura Imraobilisieren von biologischen Mol kulen an 
Oberflachen besteht darin, ein Avidin- oder Streptavidin-Protein an die Oberflache anzuhaften und anschlieflend 
die Oberflache mit einem Analytbindepartner reagieren zu lassen, der kovalent an Biotin oder ein Biotinanalo- 
gon gebunden ist Avidin und Streptavidin binden Biotin nicht-kovalent, jedoch mit einer sehr hohen Affinitat 
(das K* betragt etwa 10 l5 M _l ). Siehe in Green, "Avidin" in Advances in Protein chemistry, Academic Press, Bd. 
29, 105 (19751 Biotinilierte Oligonukleotide konnen vorbereitet werden, wie es in der literatur beschrieben ist 
Siehe beispielsweise Bayer a a. Methods f Biochemical Analysis, Bd 26 (D. Glide, Hrsg.), 1-45 (1980) und 
Current Protocols in Molecular Biology, Erganzung 20 (John Wiley & Sons, Inc.), wobei diese Schriften hienn 
durchBezugnahmeaufgenomniehsind. M _ % 

GemaB der Ausfuhrung der vorliegenden Erfindung kann eine Einfangregion in irgendeiner Mikrostruktur- 
oberflache in dem Probenvorbereitungsfach durch Vernetzen eines Analytbindungspartners direkt an der 
Oberflache und auf MALDI-Ionisationsoberflachen gebildet werden, die mit dem Probenfach integriert sind. 
Alterriatrv kann eine Einfangregion auf den Oberflachen von Perlen gebildet sein, welche chemisch an der 
Oberflache des Tragers befestigt sein kSnnen, oder welche magnetisch unter Verwendung von magnetisch-an- 
sprechenden Perlen magnetisch befestigt werden kSnnen, indem ein Magnetf eld angelegt wird, urn die Perlen an 
der gewtinschten Region des Tragers festzumachen. Magnetisch ahsprecheride Perlen und Partikel sind in der 
Technik bekannt und beispielsweise von Dynal (Dynalist ein eingetragenes Warenzeichen), Inc. (Lake Success, 
NY) und von Bangs Laboratories, Inc. (Carmel, IN), erhaltlich. 

Zusatzlich zu Affinitatseinfangverfahren, welche fur die Ausfuhrung der Erfindung bevorzugt werden, kann 
ein Analyteinfangen durch Wasserabweisungs- oder Ladungs-Interaktionen oder durch Chelatbildungsmecha- 
nismen bewirkt werden, wie es weiter oben gezeigt wurde. 

Ein eingef angenes Oligonukleodd-Analyt kann durch verschiedene in der Technik bekannte Verfahren wieder 
in Losung entlassen werden, urn Oligonukleotid-Doppel zu denaturieren, oder OHgonukleotid-Protein-Bin- 
dungskomplexe mit hoher Affinitat durch Aufbrechen von H-Bindungen und/oder durch Bewirken von polaren 
oder nicht-polaren Interaktionen (z. B, Andern der Temperatur, des pH, der Losungspolaritat, Verwenden von 
chaotropischen Salzen, lokalisiertes Erwarmen mit Laserstrahlung und dergleichen) aufzubrechea Veranderun- 
gender elektrischen Feldstarke konnen verwendet werden, urn elektrostatisch-vermittelte Bindungsinteraktio- 
nen zwischen eingefangenen Oligonukleotiden und ihren Bindungspartner aufzubrechen. Ein auf einem magne- 
tisch ansprechenden Partikel eingefangenes Analyt kann mobilisiert werden, indem die magnetische Feldstarke 
verSndert wird. Beim Ausfuhren dieser Erfindung wird davon ausgegangen, dafi die Erwarmung der MALDI- 
Oberfiache verwendet werden kann, urn ein L5sen eines Oligonukleotids von einer Einfangregion, die in 
derselbenpositioniertist,zuerIeichtera . - u 

Der Ausdruck "Reakdonszone" wird in dieser Anmeldung verwendet, urn auf eine Region in dem Probenvor- 
bereitungsfach zu verweisen, die einen immobilisierten Katalysator (z. B. ein Enzyra, eineh katalytischen Anti- 
korper, eine katalytische Oberflache, die durch Molekularaufdrucken gebildet ist, ein Ribozym und dergleichen) 
enthalt Die Immobilisierung von Katalysatoren in einer Reaktionszone kann durch irgendein bekanntes Verf ah- 
ren erreicht werden, das stabile Verbindungen und eine ausreichende katalytische Aktivitat schafft, urn die 
vorliegende Erfindung auszufQhren(oben unter Trfassungsregion" beschrieben). 

Die Reaktionszone kann in einem Mikrokanal, einem Topf oder in einer anderen Mikrostruktur in dem 
Probenvorbereitungsfach oder auf einer MALDl-Iomsationsoberflache gebildet werden- Eine Mehrzahl von 
Reaktionszonen kann in dem gleichen Probenvorbereitungsfach zum gleichzeitigen AusfOhren einer einzelnen 
Reaktion unter verschiedenen Reaktionsbedingungen (LB. zum Optimieren einer PCR-Reakdon) oder fur 
aufeinanderfolgende chemische Manipulationen eines Oligonukleotid-Analyts (z. B. Restriktionsenzymdigestio- 
nen, Sequenzierungsreaktionen) oder zum gleichzeitigen Ausfuhren von Reaktionen mit vielen Analyt-Spezies 
oder fur eine KLombination der vorstehend genannten Verfahren versehen sem. 

Typischerweise werden die Reaktionszonen dieser Erfindung individuell Temperatur-gesteuert sein und an 
Mikrokanale angrenzen. Es wird davon ausgegangen, daB Mikroventile und/oder ventillose Pumpen in dem 
Probenvorbereitungsfach geeignet positioniert sein werden, um den AnalytfluB zu geeigneten Reaktionszonen 
zu lenken. Eine Einrichtung zum Bewegen des Analyts von einem Punkt zu einem anderen in dem Probenvorbe- 
reitungsfach kann verwendet werden, um losliche Reaktionspartner vor oder nach dem Eintritt in eme Reak- 
tionszone zu mischen (z.B. Elektroosmose, Elektrokinese, hydrodynamischer FluB oder fa-gendeine andere 
Technik, die dafur bekannt ist, daB sie zur Verwendung bei miniaturisierten Probenhandhabungsgeraten geeig- 

netist). . 

Der Ausdruck "Oberflachenbehandlung" wird in dieser Anmeldung verwendet, um auf die Vorbereitung oder 
Modifikation der Mikrostnikturoberflachen der Probenvorbereitungskammer zur Biokompatibilittt und zur 
Verhinderung einer nicht-spezifischen Adsorption von Biomolekulen zu verweisen. Solche Behandlungen um- 
f assen das Beschichten von Oberflachen mit Proteinen, mit nicht-reaktiven Silanen, mit Teflonstoffen und mit 
anderen Polymeren, die in der Technik bekannt sind, um eine nicht-spezifische Adsorption von Biomolekulen an 
der Oberflache wahrend der Probenhandhabung zu reduzieren oder zu beseitigen (siehe beispielsweise in C 
Schdneich a a, AnaL Oiem. 65, 67R-84R (1993) bezuglich einer detaillierten Beschreibung von Verfahren, die 
in der Technik verwendet werden). 

Der Ausdruck "Verstarkung" wird in dieser Anmeldung verwendet, um auf irgendein In-Vitro-Verfahren zum. 
Erhohen der Kopieanzahl einer Zielnukleinsauresequenz zu verweisea Verstarkungstechniken unjfassen solche 
Techniken, die einen zyklischen Temperaturdurchlauf bendtigen (z. B. die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), die 
Ugase-Kettenreaktion (LCR) und die Polymerase/Ligase-Kettenreaktion (PLCR)) und solche Techniken, wel- 
che unter isothermischen Bedingungen durchgefuhrt werden kdnnen (z. B. eine Strangverschiebungsverstar- 
kung (SDA; SDA - Strand Displacement Amplification), eine Nukleinsauresequenz-basierte Verstarkung 
(NASBA; NASBA - Nucleic Acid Sequence Based Amplification), und eine sich selbst unterhaltende oder 
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kritische Sequenzwiederholung (3SR; 3SR - Self-Sustained Sequence Replication)). 

Die PoIymerase-Kettenreaktions-(PCROTechnik, welche die erste Verstarkungstechnik war, die entwickelt 
worden ist, und welche die Technik mit den brehesten Anwendungen zur Verwendung der vorliegenden 
Erfindung fQr eine genetische Diagnose in einem klinischen Laborumfeld ist* betrifft die Denaturierung eines 
DNS-DNS-Doppel, das die Zieloligonukleotid-Sequenz zur Verstarkung enthilt, und zwar bei einer Temperatur s 
von etwa 94° C, das Ausheilen von Vorbereitungsstoffen an jeden der Modeilstrange bei Positioned die die 
Zieloligonukleotid-Sequenz flankieren, bei etwa 55°C oder 60° C, und die Vorbereitungsstofferweiterung mit 
einer thermophilen DNS-Polymerase bei etwa 72° C Diese Reaktionssequenz wird ungefahr 30 Zyklen wieder- 
holt, wobei Erweiteningsprodukte von jedem Zyklus als Ziel in dem nachsten Zyklus dienen, wodurch eine 
exponentielle Verstarkung erzeugt wird 10 

Der Ausdruck "transparent*, wie er in dieser Anmeldung verwendet wird, verweist auf die Fahigkeit eines 
Materials Licht verschiedener Wellenlangen durchzulassen, was als der Strahlungsprozentsatz gemessen wer- 
den kann, der eine Strecke von einem Meter durchdringt Bei der, Ausfuhrung der vorliegenden Erfindung ist 
beispielsweise die obere Oberflache des Probenvorbereitungsfachs vorzugsweise transparent, um es zu erlau- 
ben, daB aUe ProbenKahdhabung mikroskopisch Qberwacht werden kann, falls es erwunscht ist, und urn eine is 
Laserbestrahlung des Probenvorbereitungsfachs zu ermoglichen, falls es notwendig ist 

"Optional" oder "auf optionale Weise" bedeutet, daB das darauffolgend beschriebene Merkmal oder die 
darauffolgend beschriebene Struktur in dem Analysesystem vorhanden sein kann oder nicht, oder daB das 
darauffolgend beschriebene Ereignis oder der darauffolgend beschriebene Umstand auftreten kann oder nicht, 
und daB die Beschreibung Falle umfaBt, bei denen das Merkmal oder die Struktur vorhanden ist, und Falle, bei 20 
denen das Merkmal oder die Struktur abwesend ist, oder Falle, bei denen das Ereignis oder der Umstand auf tritt, 
und Falle, bei denen dies nicht so ist Der Satz "die Einfangregion ist optional mh Zugangstoren versehen" 
bedeutet beispielsweise, daB die Einfangregion mit Zugangstoren versehen sein kann oder nicht, und daB die 
Beschreibung beide Umstande, und zwar ob Zugangstore vorhanden sind oder nicht, umfaBt 

Der Ausdruck "Vakuumtor*, wie er in dieser Anmeldung verwendet wird, verweist auf eine Offnung in der 25 
Vakuumkammer eines Massenspektrometers zum Einfugen der MALDI-Ionisationsoberflache indenselben. 

Falls hichts anderes gesagt ist, wird die Ausf flhrung der vorliegenden Erfindung herkdmmliche Techniken der 
Molekularbiologie und der Rekombinanten-DNS-Technologie verwenden, welche in der Technik bekannt sind. 
Diese Techniken sind in der Literatur voilstandig erklart Siehe beispielsweise in Current Protocols in Molecular 
Biology (John Wiley & Sons, Inc.) und GIL Keller und MM. Manak, DNA Probes, zwehe Ausgabe (Stockton 30 
Press, 1993), wobei diese Schriften hierin durch Bezugnahme auf genommen sind. 

GemaB der Erfindung kann ein integriertes Nukleinsaureanalysesystem fQr die MALDI-TOF-MS in einer 
einzelnen preisgOnstigen Einwegeinheit aufgebaut sein, welche hauptsSchlich aus einem nicht-leitenden Materi- 
al, wie z: B. aus Glas, Silizium oder einem preisgOnstigen KunststoffpoIymer y gebildet ist Die Einheh kann 
Mikrokanale, Reaktionszonen zum Ausfuhren von chemischen und enzymischen Reaktionen, Schnittstellen zu 35 
Nicht-Einwegteilen und eine Ionisationsoberflache far die MALDI-TOF-MS umfassen. Durch Verwenden sich 
entwickelndet Technologien, die in der Mikrobearbeitung und Nanotechnologie gefunden werden kdnnen, 
konnen preisgQnstige DQnnfilmtrager mit Mikrokanalen, Mischkammern, Tdpfen und Ventilen geatzt werden, 
um es zu ermoglichen, daB ein Oligonukleotid- Anahyt eingefOhrt wird, durch eine Serie von chemischen Manipu- 
lationen, welche raumlich und daher zeitlich getrennt sind, bewegt wird, und auf einer MALDI-Ionisationsober- ao 
flache abgelegt wird, die schnittstellenmaBig mit einem Massenspektrometer verbunden ist Die gesamte Se- 
quenz von Schritten von der Probeneinf Qhrung zur Probenerf assung kann automatisiert werden. 

Ein spezielles AusfQhrungsbeispiel der Erfindung in ihrer einfachsten Form ist in den Fig. 1 und 2 gezeigt 
Fig, 1 ist eine Explosionsansicht eines integrierten Analysesystems, das den DQnnfilmtrager, der allgemein mit 10 
bezeichnet ist, mit Komponenten des Probenvorbereitungsfachs zeigt, das in der oberen Oberflache (12) des 45 
Tragers definiert ist Die obere Oberflache ist optional von einer Abdeckung (14) umgeben, die befestigbar uber 
der Trageroberflache ausgerichtet ist, um ein Flussigkeits-dichtes Probenvorbereitungsfach unter Verwendung 
von Druckabdichtungstechniken durch Verwenden einer externen Einrichtung, um die Stficke zusammenzu- 
driicken (z, B, Halter oder Spannungsfedern), oder durch Verwenden von in der Technik des Polymerverbindens 
bekannten KlebstofTen zu bilden. Die Abdeckung ist vorzugsweise aus einem transparenten Material gebildet, 50 
um eine mikroskopische Beobachtung der ProbeneinfOhrung und der Handhabungsschritte und zur Laserbe- 
strahlung zu eriauben. Die Abdeckung umfaBt Offhungen (16, 18, 20), die raumlich mit Topfen (24, 26 und 28 in 
Fig. 2A) ausgerichtet sind, und eine Offnung (22), die mit einer MALDI-Ionisatibnsoberflache (30) in dem 
Probenvorbereitungsfach ausgerichtet ist, um Zugangstore zu bilden, wenn die Abdeckung auf dem Trager 
befestigt ist Die MALDI-Ionisationsoberflache (30) besteht vorzugsweise aus einem typischen MALDI-Oberfia- 55 
chenmaterial, wie z. B. Gold, dieselbe kann jedoch auch aus anderen bekannten Materialien hergestellt werden, 
falls es notwendig ist, wie es oben detailliert beschrieben worden ist Eine Reaktionszone (32) ist zwischen der 
MALDI-Ionisationsoberflache und den Probent5pfen positioniert Die Reaktionszone ist mit einer Einrichtung 
zum Immobilisieren von Enzymen versehen, um die Synthese, Digestion,.Fragmentiening, kovalente Modifika- 
tion, die umgekehrte Transkription und weitere Reaktionen von Nukleinsaure- und Oligonukleotid-Substraten 60 
zu katalysieren, wobei die Reaktionszone ferner mh einer Einrichtung zum Ausfuhren dieser Reaktionen in einer 
Temperatur-gesteuerten Umgebung (34) versehen ist Es wird davon ausgegangen, daB katalytische AntikSrper, 
Ribozyme und weitere Biokatalysatoren bei der vorliegenden Erfindung verwendet werden kdnnen. Die Verbin- 
dungen zwischen den Topfen, der Reaktionszone und der MALDI-Ionisationsoberflache ist durch Mikrokanale 
implementiert Ein solcher Mikrokanal ist bei 36 gezeigt Es ist ohne weheres offensichtlich, daB die Darstellung 65 
des Mikrokanals (36) in einer im allgem inen ausgedehnten Form lediglich aus DarstellungsgrQnden gegeben ist, 
wobei diese Darstellung die Gestalt und Geometrie von Mikrokanalen dieser Erfindung nicht begrenzen soil 
Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Probenvorbereitungsfach mit einer Mehrzahl von MikrokanaJea 
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Ferner ist die raumliche Anordnung von Tdpfen, Reaktionszonen und lonisationsoberflachen auf dem Trager 
teilweise durch die analytischen Prozeduren und ihre Anforderungen bestimmt, wobei diese nicht durch irgend- 
eine spezielle in den Figuren gezeigte Anordnung begrenzt sein solL 
Fig. 2B ist eine Draufsicht der auBeren unteren Oberflache (8) des Dtonfilmtragers, welche elektrische 

5 Verbindungen {42, 44, 46, 48) und eine Peltier-Oberflache (50) zeigt, die positioniert ist, um eine Tempera tur- 
steuerung fur die Reaktionszone zu schaffen. Bei diesem AusfQhrungsbeispiel der Erfindung ist es beabsichtigt, 
daB der Dfinnfilrotrager auf einer Vorbereitungsstation plaziert wird, welche elektrische Verbindungen fOr jeden 
der Tdpfe schaffen wird, und welche eine Temperatursteuerung ttber die Peltieroberflache (50) bereitstellen 
wird . . 

io Wie es ferner detaillierter oben beschrieben worden ist, ist es beabsichtigt, lokale magnetische Felder an 
ausgewahlte Regionen des Dtonfilmtragers anzulegen, welche magnetisch ansprechende Partikel als Einrich- 
tung zum Bewegen der Partikel von einer Region des Probenvorbereitungsf achs zu einem anderen anzulegea 

DemgemaB wird beim Ausftihren der Erfindung ein kleines Volumen eines Oligonukleotid-Analyts (z. B. 1 ug 
oder weniger) in emen Probentopf injiziert und automatisch von dem Topf zu dem Mikrokanal bewegt Zwecks 

15 dieser Diskussion wird angenommen, daB Analyte und Reagenzien in Tdpfe injiziert werden und durch elektro- 
motorische Krafte, die auf geladene Molekule elektrophoretisch wirken, und auf ungeladene Molekule elektro- 
osmotisch wirken, von Punkt zu Punkt bewegt werden. Gleichzeitig werden Reagenzien in einen zweiten Topf 
injiziert und von dem Topf zu dem Mikrokanal bewegt, indem sie sich mit dem Analyt mischen. Die Reaktionsmir 
schung wird in die Reaktionszone bewegt und in Kontakt mit einem in derselben enthaltenen immobilisierten 

20 Enzym gebracht Die Reaktionszonentemperatur wird automatisch gemessen und auf eine gewilnschte Reak- 
tionstemperatur eingestellt, auf der dieselbe fur eine feste Zeit (unter der Annahme von isotherraischen Reak- 
tionsbedingungen) konstant gehalten wird Das Oligonuldeotid-Analyt kann unter statischen Bedingungen rea- 
gieren, indem der FluB ausgeschaltet wird, oder dasselbe kann dynamisch in der Reaktionsregion gemischt 
werden, indem das elektrische Potential oder das magnetische Feld oder eine Druckdifferenz an der Reaktions- 

25 zone oszillieren, um zu bewirken, daB der FluB hin und her geht Das reagierte Oligonukleotid- Analyt wird auf 
die MALDI-Ionisationsoberflache bewegt, mit der Matrix gemischt und getrocknet, wonach der Trager in das 
MALDI-TOF-MS-Vakuumsystem ubertragen wird, um das MALDI-Experiment zu beginnen. Nach der Mes- 
sung wird der Trager entfernt und weggeworf en. 
Die Immobilisiening von Enzymen in einer Reaktionszone bietet mehrere wichtige Vorteile gegentiber der 

30 Verwendung von Enzymen in Losung an, von denen im nachfolgenden einige genannt sind: eine erhdhte 
Enzymstabilitat; ein geringerer Verlust eines Enzyms durch nicht-spezifische Adsorption an Oberflachen; einen 
verringerten oder vernachlissigbaren Obertrag eines Enzyms zu anderen Reaktionszonen; und die Fahigkeit, 
eine hohe Enzymkonzentration fur eine katalytische Reaktion mit einer sehr kleinen Konzentration eines 
Substrats zu erreichen, um kinetische Raten von schwachen Probenldsungen zu verbessern, ohne die molare 

35 Konzentration des Enzyms in Ldsung zu erhohen, wodurch die Verschmutzung des Analyts mit Enzymunrein- 
heiten minimiert wird 

Der Vorteil des Integrierens des Probenvorbereitungsfaches mit der MALDI-Ionisationsoberflache besteht 
darin, eine automatisierte chemische Manipulation von analytischen Proben vor der Analyse durch die MALDI- 
TOF-MS ohne irgendeine manuelle Probenhandhabung zu ermoglichen, wodurch eine Verschmutzung und ein 

40 Probenverlust reduziert werden, wahrend eine speziHsche chemische Vorbehandlung vor der MALDI-Analyse 
erlaubt wird, um die Seiekthritat, die Empfindlichkeit und/oder die Reproduzierbarkeit der Messungen zu 
steigern. Dieses Merkmal wird von besonderer Wichtigkeit sein, wenn die voile Empfindlichkeit der MALDI- 
TOF erreicht werden solL Mit besonderer Bezugnahme auf die vorliegende Erfindung schafft die Integration 
eines miniaturisierten Nukleinsaureanalysesystems mit der Fahigkeit des Verstarkens von kleinen Mengen von 

45 Oligonukleotid- Analyten mit der MALDI-TOF-MS eine sehr empfindliche, genaue, schnelle und reproduzierba- 
re Technik zu Erfassen und Erkiaren der Struktur von Oligonukleotiden, die in relativ kleinen Mengen in 
klinischen und forensischen Proben vorhanden sind Die Empfindlichkeit der Erfassung (zwischen 10" 12 bis 
10" 15 Mol eines Oligonukleotids, das auf einer MALDI-Ionisationsoberflache abgelegt ist) bedeutet, daB ein 
Otigonukleotid-Analyt nicht bis zu dem Grad verstarkt werden muB, der fiir andere analytische Techniken 

50 notwendig ist, wohingegen die MeBgeschwindigkeit (in der GroBenordnung von ein paar Minuten) das Durch- 
fuhren von mehreren Massenbestimmungen in einem einzigen Experiment erlauben sollte. Die Verwendung von 
wegwerfbaren Sonden soil die Probenverschmutzung minimieren. 

Bczugnehmend nun auf Fig, 3A sind bei einem bevorzugten AusfQhrungsbeispiel der Erfindung mehrere 
Reaktionszonen (60) raumlich auf der Trageroberflache angeordnet Jede Zone kann das gleiche oder auch ein 

55 verschiedenes immobilisiertes Enzym enthaiten. Eine Mehrzahl von MALDMonisationsoberflachen (allgemein 
bei 62 gezeigt) ist in dem Probenvorbereitungsfach distal zu den Reaktionszonen positioniert enthaiten. Die 
verbindenden Fluid-gefullten Mikrokanale (64) sind optional mit umkehrbaren Abdichtungseinrichtungen (66) 
(z. B. einem thermisch ausdehnbaren Metall mit einer lokalen Heizeinrichtung) zum Abdichten der Kanale 
verbunden, wenn die MALDI-Oberflachen schnittstellenmaBig mit dem Vakuumtor des Massenspektrometers 

60 verbunden sind Einfangregionen (68) sind zwischen aufeinanderfolgenden Reaktionszonen angeordnet Wie es 
oben detailliert beschrieben worden ist, sind diese Regionen chemisch oder magnetisch angepaBt, um nach der 
Verarbeitung ein Oligonukleotid-Analyt selektiv zu halten. Dieses Merkmal ermoglicht es, daB Verschmutzungs- 
stoffe, die wahrend einer chemischen Reaktion eingefuhrt worden sind, durch Waschen des Analyts vor der 
Messung in dem Massenspektrometer entferat werden konnen, oder bevor zusatzliche Reaktionen mit dem 

65 Analyt durchgefuhrt werden, oder bevor das Analyt fur andere Zwecke gesammelt wird So mit ist jede Einf ang- 
region optional mit T6pfen (70) und Zugangstoren (72, Fig. 3B) in der DQnnfiimtragerabdeckung (74, Fig. 3B) 
versehen. Die Richtungsbewegung eines Analyts von einer Reaktionszone zu einer Einfangregion und von einer 
Einfangregion zu einer MALDI-Ionisationsoberflache oder alternativ von einer Einfangregion zu d r nachsten 
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Reaktionszone in derSerie wird durch Mikroventile (nicht gezeigt) gesteuert Bezugnehraend auf Fig. 3A speist 
eine Mehrzahl vonT6pfen (76), die durch Mikrokanale raiteinander verbunden sind, jeweilige Reaktionszonea 

; Als Beispiel einer aufeinanderfoigenden Verarbeitung eines Analyts wird ein Analyt zuerst in der Zone 60 
reagiert, dann in seine entsprechende Einfangregion zum Waschen bewegt, wonach es losgelassen wird und in ' 
die Zone 78 bewegt wird 5 

Nach der Reaktion in der Zone 78 wird das Analyt zu der nachsten Einfangregion usw. bewegt, bis die 
gewunschte Reaktionssequenz voilendet worden ist Nach einem abschlieBenden Einfangschritt und Wasch- 
schritt wird das Analyt zur Bewegung zu seiner entsprechenden MALDI-Ionisationsoberflache (62) oder zu 
einem Sarnmlungstopf (aUgemein bei 70 gezeigt) losgelassen. 

Als Beispiel einer gleichzeitigen Verarbeitung von einem oder mehreren Analyten durch einen einzigen 10 
Reaktionsschritt kdnnen die einzelnen Reaktionszonen voneinander getrennt werden, indem der Verbindungs- 
mikrokanal verschlossen wird, wie es gezeigt ist Das Probenanalyt und die Reagenzien konnen in den Mikroka- 
nal fur jede gegebene Zone injiziert werden, wie es vorher fur das in den Fig. 1 und 2 gezeigte Ausfuhrungsbei- 
spiel beschrieben worden is t 

. Ein alternatives bevorzugtes AusfQhrungsbeispiel der Erfihdurig ist in den Fig. 4A und 4B gezeigt Hier ist die is 
MALDI-Ionisationsoberflache in einem drehbaren Kammgerat (allgemein bei 90 gezeigt) mit einer Handha- . 
bungseinrichtung (92) und Zahnen gezeigt Die Zahne kSnnen hohle, rohrartige Strukturen (94) sein, die sich 
nach oben erstrecken, um MALDI-Ionisationsoberflachen (96) in der Handhabungseinrichtung zu bilden, oder 
die Zahne konnen feste Zahndochte mit Analyteinfangregionen (Fig. 4B; (98)) sein. Wenn der Kamm zu einer 
ersten Position gedreht wird, werden die Spitzen der Zahne in Kontakt mit Fluidanalyt-enthaltenden Topfen in 20 
dem Probenyorbereitungsfach gebracht, was dazu dient, daB dieselben dadurch das Fluidanalyt durch Kapillar- 
wirkung in die rohrenartigen ZShne zieheo. Das Analyt wird mit der Matrix in dem Handhabungsabschnitt der 
Rohre gemischt und anschlieBend auf der Ionisationsoberflache (96) getrocknet Alternativ wird das Analyt aktiv 
auf Zahndochtdnfangregionen (98) eingefangen. Beim Drehen des Kamms in eine zwehe Position wird die 
MALDI-Ionisationsoberflache, die entweder in der Kammhandhabungseinrichtung (Fig. 4A; 96) positioniert ist, 25 
oder die die Zahndochteinfangregion (Fig. 4B; 98) aufweist, mit dem Vakuumtor eines Massenspektrometers 
zum Einfflhren in dasselbe ausgerichtet Die Matrix wird auf der EinfangoberflSche der Zahndochte aufgebracht 
und kann vor dem Einf Cihren der Zahndochte in das Massenspektrometervakuumtor trocknen. 

Das fplgende Beispiel wird gebracht, um Fachleute mit einer vollstandigen Offenbarung und Beschreibung zu 
versehen, wie das Verfahren der Erfindurig verwendet werden soil, wobei dieses Beispiel jedoch nicht den 30 
Bereich der Erfindung begrenzen sol Es wurden Anstrengungen unternommen, um die Genauigkeit bezuglich 
von Zahlen (z. B. Mengen, Temperatur, usw.) sicherzustellen, wobei jedoch bestimmte Fehler und Abweichungen 
moglich sein konnen. Es sei denn, daB etwas anderes gesagt ist, sind Teile Gewichtsteile, wahrend die Tempera- 
tur in °C angegeben ist; und der Druck atmospharisch oder nahezu atmosph&risch ist 

1 35 

Beispiel 

PCR-verstarkung von HLA-DQ a -Stoff en 

Die folgenden flankierenden Oligonukleotid-Vorbereitungsstoffe sind zur Verwendung beim Verstarken 40 
jedes der entsprechenden DQo-Untertypen, welche nachfolgend aufgelistet sind, entworfen: 
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a) 


5' 
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TCT 


CCT 
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3 r 






b ) 


5' 


TGG 


AGG 


TTT 


TGA 
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GCA 




DQ W 


1.2 


a) 


5' 


GTA 


GAA 


CTG 


CTC 


ATC 


TCC 






* 


b) 


5' 


TGG 


AGG 


TTT 


TGA 


CCC 


GCA 


3' 


DQ W 


1*3 


a) 


5 r 


ATT 


GAT 


GGG 


TAT 


ACT 


GGC 
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GTT 
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ATT TAG 
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CAG 
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DQ" 
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a) 


5' 


TGG 
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TAC 


TGG 
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3' 






b) 


5' 


GTG 


TTT 
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TGT 
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3' 



Eine menschliche DNS wird aus 10 bis 50 jil VoUblut durch Lyse in 50 mM Tris-OH (pH 8,0), 50 mM EDTA, 
1% SDS, 100 mM Nad, 1% 2-Mercaptoethanol und Digestion mit Proteinase K. (200 jig/ml Endkonzentratipn) 
und Ribonuklease A (100 \ig/nd Endkonzentration) bereitet Die DNS, die in dem Lysat enthalten ist, wird durch 
Phenolextraktion deproteinisiert, ausgefallt und in einem 100-jil-l x -TE-Puffer (10 mM Tris, pH 8,0, 1 mM 
EDTA) wieder in Suspension gebracht 

Urn die extrahierte DNS zu verstarken, wird ein Stoff in einer Menge von 2—3 u-g der Verstarkungsreaktions- 
mischung hinzugef figt, wobei der Stoff einen Reaktionspuffer (50 mM Kd, 10 mM Tris-OH, pH 8,4 bei 22° C, 2J5 
mM MgCl 2 und 0,01% Gelatin), Vorbereitungsstoffe oder Trimer* (20 pmol) und Deoxynukleotid-Triphosphate 
(dNTPs) (20 nmol) enthalt Die Reakdonsmisphung wird in die Probenvorbereitungsregion eingefuhrt und zu 
einer Reaktionszone bewegt, die eine immobilisierte Taq-Polymerase (2£ Einheiten) enthalt Das Endvolumen 
der Verstarkungsreaktion betragt 10 pi bis 20 pi Die Temperatur der Reaktionszone wird auf 95° C erhoht, urn 
die Ziel-DNS zu denaturieren, und anschlie&end bis zu einer Gesamtzahi von 25 bis 40 Zyklen zyklisch veran- 
dert, urn die DNS zu verstarken. Typischerweise wird das Temperaturzyklusprofil eine Denaturierung bei 95°C 
fiir eine Minute, das Ausheilen bei 55 bis 60° C fur 30 Sekunden und eine Erweiterung bei 72° C fur eine Minute 
umfassen. 

Nach der Vollendung der Verstarkung wird die verstarkte DNS von der Reaktionszone in den Mikrokanal 
bewegt, der zu der MALDI-Ionisationsoberflache fuhrt Ein AnteO der DNS wird in die erste Einfangregion 
umgeleitet Der Rest wird zu der MALDI-Ionisationsoberflache bewegt Der Mikrokanal der die MALDI-Ober- 
flache mit der ersten Reaktionszone verbindet, wird abgedichtet, wonach die MALDI- Matrix hinzugefugt und 
getrocknet wird, wonach der Trager dann in das Vakuumtor des Massenspektrometers zur Erfassung gebracht 
wird 

Nachdem Massenmessungen durchgefuhrt worden sind, wird der Trager von dem Massenspektrometer 
entfernt, wonach die eingefangene DNS fur eine weitere Analyse und Charakterisierung bereit Est 

Patentansprfiche 

1. Integriertes Nukleinsaureanalysesystem fur eine Matrix-unterstutzte Laser-Desorption/Ionisation-Lauf- 
zeit-Massenspektroskopie(MALDI-TOF-MS), mit folgenden Merkmalen: 

einem Dunnfilmtrager (10) mit einer oberen Oberflache (12) und einer unteren Oberflache (8), wobei die 
obere Oberflache (12) ein Probenvorbereitungsfach aufweist, und wobei die untere Oberflache eine Einrich- 
tung zum Bewegen eines Analyts und von Fluiden in dem Fach und eine Einrichtung (50) zum Steuern der 
Temperatur des Fachs aufweist, wobei das Probenvorbereitungsfach folgende Merkmale aufweist: 
einen Topf (24, 26, 28; 70, 76) zum Auf nehmen von flussigen Substanzen zur Probenvorbereitung; 
eine Reaktionszone (32; 60), die eine Einrichtung zum ImmobHisieren eines Katalysators an dieselbe 
aufweist, zum chemischen Manipulieren eines Oligonukleotid- Analyts in derselben, wobei die Zone (32; 60) 
fQr eine Temperatursteuerung in einem Bereich von etwa 1 0° C bis etwa 1 00° C angepaBt ist; und 

inen Mikrokanal (36; 64), der den Topf (24, 26, 28; 70, 76) und die Reaktionszoneh (32; 60) v rbinde t; 
einer MALDI- lonisationsob rflache (30; 96), die mit dem Probenvorbereitungsfach kommuniziert; 

iner Einrichtung zum schnittsteilenraaBig n Verbinden des Dunnfilmtragers (10) mit einem Massensp k- 
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troraeter; und 

einer Einrichtung zur autoniatischen Probenvorbereitung. 

2. Analysesystem gemaB Anspruch 1, welches f erner folgende Merkmale aufweist: 

eine Vorbereitungsstation zum steuerbaren Eingeben von Elektrizitat Warme, Druck und Magnetisierung 
in das Probenvorbereitungsfach als Reaktion aof augenblickliche Probenhandhabungsanfordeningen; und 
eine Einrichtung (42, 44, 46, 48) zum schnittstellenmaBigen Verbinden des Probenvorbereitungsfachs rait der 
Vorbereitungsstation. 

3. Analysesystem gemaB Anspruch 1 oder 2, bei dem das Probenvorbereitungsfach f rner ein Zugangstor 
(72) und mindestens eine Analyterfassungsregion (68) aufweist, die mit einem Mikrokanal (64) kommuni- 
ziert, wobei die Erfassungsregion angepafit ist, urn ein interessierendes Analyt von einer mit derselben in 
IContakt stehenden Fluidmischung reversibel zuruckzuhalten, wobei die Erfassungsregion (68) optional fur 
eine Warme-, fur eine Magnetisierungs- und fQr eine elektrische Eingabe angepafit und optional mit dem 
Zugangstor (72) ausgerichtet ist 

4. Analysesystem gemaB einem der Ansprfiche 1 bis 3, bei dem die Reaktionszone (32; 60) ein immobilisier- 
tes Enzym aufweist 

5. Analysesystem gemaB Anspruch 4, 

das fur eine isothennische Oligonukleotid-Verstarkung angepafit ist 

6. Analysesystem gemaB Anspruch 4 f das fur eine PCR-Verstarkung angepafit ist, 

wobei das immobilisierte Enzym eine thermophile Desoxyribonukleinsaure- (DNS-) Polymerase mit einer 
ausreichenden Aktivitat ist, um ein DNS-Analyt zu einem fur die Matrix-unterstutzte Laser-Desorption/Io- 
nisation-Laufzeit-Massenspektroskopie erfafibaren Pegel zu verstarken, 

wobei das Analysesystem ferner eine Einrichtung zum schnellen zyklischen Durchlaufen der Temperatur 
der Reaktionszone aufweist, wie es fur eine PCR-Verstarkung erforderlich ist, und 

wobei der Diinnfilmtrager (10) ferner eine Abdeckung (14; 72) mit einem Zugangstor (16, 18, 20, 22; 74) 
aufweist 

7. Analysesystem gemaB einem der vorhergehenden Ansprilche, bei dem die MALDI-Ionisationsoberflache 
(30; 96) in dem Probenvorbereitungsfach enthalten und mit einem Mikrokanal (36; 64) verbunden ist 

8. Analysesystem gemaB Anspruch 7, bei dem die MALDMonisationsoberflache eine Reaktionszone auf- 
weist 

9. Analysesystem gemaB Anspruch 7, bei dem die MA1JDI- Ionisationsoberflache (96) eine Erfassungsregion 
(98) aufweist 

10. Analysesystem gemaB Anspruch 8 oder 9, bei dem der Verbindungsmikrokanal (64) eine reversible 
Abdichtungseinrichtung (66) aufweist 

11. Integriertes NukleinsSureanalysesystem fur eine Matrix-unterstutzte Laser-Desorption/Ionisation- 
Laufzeit-Massenspektroskopie (MALDI-TOF-MS) mit folgenden Merkmalen: 

einem Diinnfilmtrager (10) mit einem Probenvorbereitungsfach, wobei das Fach eine Mehrzahl von Reak- 
tionszonen (60, 78), die durch Mikrokanale (64) mit Topfen (70, 76) verbunden sind, eine Erfassungsregion 
(68) und eine oder mehrere MALDI-Ionisationsoberflachen (62) in dem Fach aufweist, und mit einem 
Zugangstor (72), das mit mindestens einem Mikrokanal (64) kommuniziert, wobei die Mikrokanale (64) mit 
einer Einrichtung zum Richten des Flusses von Reagenzien und Analyten in dem Probenvorbereitungsfach 
und mit einer Abdichtungseinrichtung (66) versehen sind, und wobei die Topfe (70, 76) und die Erfassungsre- 
gionen (68) optional mit Zugangstoren (72) versehen sind; 
einer Einrichtung zum Bewegen des Oligonukleo tid- Analyts in dem Fach; 
einer Einrichtung zum Automatisieren einer Probenvorbereitung; und 

einer Einrichtung zum schnittstellenmaBigen Verbinden des Dunnfilmtragers mit einem Massenspektrome- 
ter. 

12. Analysesystem gemaB einem der vorhergehenden Ansprilche, 

bei dem die MALDMonisationsoberflache (62) in einem drehbaren Kammgerat (90) vorgesehen ist, wobei 
das Gerat (90) eine obere Handhabungseinrichtung (92) mit sich nach unten erstreckenden Zahnen aufweist, 
und wobei das Gerat (90) zu einer ersten und einer zweiten Position drehbar ist, 

wobei aufgrund einer Drefaung des Gerats (90) in eine erste Position die Spitzen der Zahne in Kontakt mit 
Analyt-enthaltenden Topfen in dem I*robenvorbereitungsfach gebracht werden, wodurch es bewirkt wird, 
daB das losliche Analyt, das in demselben enthalten ist, zum Mischen mit einer Matrix und zum Ablegen auf 
der Ionisationsoberflache (96) nach oben gezogen wird, und 

wobei eine Drehung des Gerats (90) in eine zweite Position die Ionisationsoberflache (96) mit dem Vakuum- 
toreines Massenspektrometers zum Einfuhren in dasselbe ausrichtet 

13. Analysesystem gemaB Anspruch 12, bei dem die Kammzahne hohle RShren mit einem offenem Ende 
aufweisen, die sich zusammen mit der Kammhandhabungseinrichtung (92) erstrecken, wobei die Karam- 
handhabungseinrichtung (92) eine MALDI-Ionisationsoberflache (96) aufweist 

14. Analysesystem gemaB Anspruch 12, bei dem die Kammzahne feste Dochte aufweisen, von denen jeder 
eine Analyteinfangregion (98) aufweist, wobei die Einfangregion (98) sich zusammen mit der MALDI-Ioni- 
sationsoberflache (96) erstreckt 

15. Integriertes NukleinsSureanalysesystem fur eine Matrix-unterstUtzte Laser-Desorption/Ionisation- 
Laufzeit-Massenspektroskopie (MALDI-TOF-MS) mit folgenden Merkmalen; 

einem Dunnfilmtriiger (10) mit einem Probenvorbereitungsfach, wobei das Fach eine Mehrzahl von Reak- 
tionszonen (60, 78), die durch Mikrokanale (64) mit Topfen (70, 76) und Einfangregionen (68) in dem Fach 
verbunden sind, und ein Zugangstor (72) aufweist, das mit mindestens einem Mikrokanal (64) kommuniziert, 
wobei die Mikrokanale (64) mit einer Einrichtung zum Richten des Flusses von Reagenzien und Analyten in 
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dem Probenvorbereitungsfach versehen sind, und wobei die T"pfe (70, 76) und Einfangregionen optional 
mitZugangstoren(72)versehensind; ^ 
einer Matrix>unterstutzte-I^er-Desorption/Ionisation<MALDI-) Ionisauonsoberflache (96), die in einem 
drehbaren Kammgerat (90) enthalten ist, wobei das Gerat (90) eine obere Handhabimgseinrichtung (92) mit 
sich nach unten erstreckenden Zahnen aufweist, wobei das Gerat (90) zu einer ersten und einer zweiten 
Position drehbar ist, wobei eine Drehung des Gerats (90) in eine erste Position die Spitzen der Zahne in 
Kontakt mit Analyt-enthaltenden Tdpfen in dem Probenvorbereitungsfach bringt und bewirkt, daB das 
losliche Analyt, das in demselben enthalten ist, zum Mischen mit einer Matrix und zum Ablegen auf die 
IonisationsoberflSche (96) nach oben gezogen wird, und wobei eine Drehung des Gerats (90) in eine zweite - 
Position die Ionisationsoberflache mit dem Vakuumtor eines Massenspektrometers zum Einfugen in dassel- 
be ausrichtet; 

einer Einrichtung zum Bewegen des Oligonukleotid-Analyts in dem Probenvorbereitungsfach; 
einer Einrichtung zum Automatisieren einer Probenvorbereitung; und 

einer Einrichtung zum schnittstellenmaBigen Verbinden des Dunnfilmtragers (10) mit einem Massenspek- 
trometer. . . 

16. Analysesystem gemaB Anspruch 15, bei dem die Kammzahne hohle Rohren mit offenem Ende aufwei- 
sen, die sich zusammen mit der Kammhandhabungseinrichtung (92) erstrecken, wobei die Kammhandha- 
bungseinrichtung(92)eineMALDI-Ionisationsoberflache(96)aufw 

17. Analysesystem gemaB Anspruch 15, bei dem die Kammzahne feste Dbchte aufweisen, wobei jeder der 
Dochte eine MALDHonisationsoberflache (96) aufweist, und wobei die Ionisationsoberflache (96) ferner 
eine Einfangregion (98) aufweist 

Hierzu 4 Seite(n) Zeichnungen 
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